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O mosquito Aedes aegypti é o vetor de doenças importantes conhecidas como 
arboviroses (Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela), sendo seu controle uma 
importante estratégia de combate a essas doenças. Devido a emergência da resistência 
do mosquito a diversos inseticidas químicos, o desenvolvimento de novos produtos 
eficazes e menos nocivos se faz necessário sendo, o screening de endófitos, um boa 
fonte potencial para descoberta de novas moléculas. Nesse trabalho, foi realizada a 
seleção de doze fungos endofíticos de Vellozia squamata Pohl (Velloziaceae), uma planta 
endêmica do Cerrado, para avaliação da atividade larvicida e citotóxica. Os isolados 
foram identificados como Talaromyces amestolkiae, Penicillium sp., Trichoderma sp., 
Fusarium incarnatum-equiseti, Fusarium sp., Truncatella sp., Bipolaris sp., Alternaria spp., 
Pithomyces sp. e Arthrinium phaeospermum a partir de análises moleculares da região do 
espaçador interno transcrito (ITS) do rDNA. Os extratos brutos em acetato de etila 
(AcOEt) obtidos foram testados em larvas L3 de Ae. aegypti. Entre os doze isolados, seis 
provocaram mortalidades superiores a 50% em 24 horas, sendo que o fungo 
Talaromyces amestolkiae provocou a morte de todas as larvas nesse período e por isso 
foi selecionado para a obtenção de extratos em uma curva de crescimento. Em 48 horas 
Bipolaris sp. causou a mortalidade de 95% das larvas testadas. O potencial citotóxico dos 
extratos foi avaliado para as linhagens de macrófagos J744, sendo que apenas Bipolaris 
sp. inibiu mais de 50% da proliferação celular nas concentrações de 25 e 50 µg/mL. Na 
concentração 100 µg/mL, seis extratos inibiram a proliferação celular em mais de 50% e 
T. amestolkiae apresentou relativa toxicidade. Ainda assim, este último foi selecionado 
para curva de crescimento porque os compostos relacionados com a citotoxicidade 
podem não estar relacionados com os que apresentam atividade larvicida. O extrato 
obtido a partir de culturas com 4 dias de crescimento foi o que proporcionou a maior 
mortalidade para larvas L3. Para melhor caracterização química dos extratos, análises 




The Aedes aegypti mosquito is the vector of important diseases known as arboviruses 
(Dengue, Zika, Chikungunya and yellow fever), and its control is an important strategy to 
combat these diseases. Due to mosquito resistance to various insecticides, it is necessary 
to develop new products more effective and less harmful, being endophyte screening, a 
good potential source for discovering new molecules. In this work, twelve endophytic fungi 
of Vellozia squamata Pohl (Velloziaceae), an endemic plant of the Brazilian Cerrado, were 
selected to evaluate larvicidal and cytotoxic activities. The isolates were identified as 
Talaromyces amestolkiae, Penicillium sp., Trichoderma sp., Fusarium incarnatum-
equiseti, Fusarium sp., Truncatella sp., Bipolaris sp., Alternaria spp., Pithomyces sp. 
Arthrinium phaeospermum, based on molecular analysis of the internal transcribed spacer 
(ITS) of rDNA. Crude extracts in ethyl acetate (AcOEt) were tested on L3 larvae of Ae. 
aegypti. Among the twelve selected, six cause mortality greater than 50% in 24 hours, and 
the fungus Talaromyces amestolkiae causes the death of all larvae during this period and 
was therefore selected for an extraction test on a growth curve. Within 48 hours Bipolaris 
sp. caused a mortality of 95% of the larvae tested. The cytotoxic potential of the extracts 
was evaluated for J744 macrophage lines, beings only Bipolaris sp. inhibited more than 
50% of cell proliferation in the 25 and 50 µg/mL ranges. At 100 µg/mL, six extracts 
inhibited cell proliferation by more than 50% and T. amestolkiae showed relative toxicity. 
Still, the latter was selected for growth curve because cytotoxicity-related compounds may 
not be related to larvicidal activities. Activated extract from 4-day-old cultures provided the 
highest mortality for L3 larvae. For a better chemical characterization of the extracts, 
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1. Introdução 
O mosquito Aedes aegypti (Culicidae: Diptera) é o vetor de doenças importantes 
conhecidas como arboviroses:  Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela. Originário 
da África subsaariana, foi introduzido pelos Espanhóis e Portugueses no Novo Mundo e 
atualmente está distribuído por todo globo, ocorrendo principalmente em áreas tropicais e 
subtropicais (KRAEMER et al., 2015; POWELL; TABACHNICK, 2013; SCHMIDT et al., 
2018). Para reduzir e prevenir a transmissão dessas arboviroses, tem-se como principal 
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estratégia o controle do vetor (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009), que pode 
ser feito de forma física, química e/ou biológica (ARAÚJO et al., 2015).  
O controle químico é a principal estratégia adotada no combate do Ae. aegypti, 
todavia, devido a crescente resistência das populações desse mosquito a diversas 
classes de inseticidas, tem-se buscado novas alternativas capazes de combater esse 
vetor. Além disso, espera-se que essas novas estratégias sejam menos tóxicas e/ou 
causem menor dano ambiental (RUBIO et al., 2019). Portanto, vem crescendo o interesse 
de se identificar novas substâncias de origens naturais para o controle do Ae. aegypti e 
consequentemente das transmissões das arboviroses relacionadas (RAGAVENDRAN, 
CHINNASAMY et al., 2019). 
 Muitas substâncias com atividade inseticida já foram isoladas a partir de plantas 
(AHBIRAMI et al., 2014; DE SANTOS et al., 2012; INTIRACH et al., 2019; KAJLA et al., 
2016) e a depender da quantidade necessária de tecido vegetal e abundância da 
espécie, a extração de substâncias pode levar a exploração indiscriminada de 
determinada espécie. Além disso, muitas plantas têm o ciclo de vida longo ou possuem 
grande variação na capacidade de produção da substância de interesse. Uma alternativa 
eficaz é a utilização dos fungos endofíticos, sendo que existem vários gêneros envolvidos 
na produção de metabólitos secundários como: Penicillium, Aspergillus, Fusarium, 
Podospora e etc (MATASYOH et al., 2011; PRADEEP et al., 2015; RAGAVENDRAN, 
CHINNASAMY et al., 2019), que além de possuir ciclo de vida curto, podem ser 
manipulados em laboratório. 
Poucos estudos foram conduzidos a fim de investigar micro-organismos endofíticos, 
sendo que a maioria dos trabalhos abordaram organismos associados a plantas com 
propriedades medicinais (GAZIS; CHAVERRI, 2010). São ainda mais escassos os 
trabalhos que investigam endófitos no bioma Cerrado (NORILER et al., 2018), um dos 
hotspots de biodiversidade mundial (MYERS et al., 2000). O Cerrado é considerado um 
dos biomas mais diversos do mundo, possuindo cerca de 6000 espécies de plantas 
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vasculares (NORILER et al., 2018), sendo que 44% dessas espécies são consideradas 
endêmicas (KLINK; MACHADO, 2005). 
Vellozia squamata (Canela-de-ema) é uma planta endêmica de campos rupestres e 
Cerrado (ALVES, 1994). Possui flores vistosas e semelhantes ao lírio (DE MENEZES; DE 
MELLO-SILVA; MAYO, 1994). Apesar do fato de várias espécies de Vellozia se 
encontrarem em perigo de extinção, existem poucos trabalhos sobre a micobiota dessa 
espécie vegetal. 
2. Referencial teórico 
2.1. Aedes aegypti 
Os mosquitos, reconhecidos organismos pertencentes à família Culicidae, ordem 
Diptera, ocupam diferentes habitats, variando desde regiões temperadas a tropicais. 
Várias espécies possuem importância médica que em sua maioria estão reunidas nos 
gêneros Anopheles, Aedes e Culex (HARBACH, 2007). Mosquitos do gênero Aedes são 
vetores de várias arboviroses importantes, incluindo dengue, zika, chikungunya e febre 
amarela (SCHMIDT et al., 2018).  
A espécie Aedes aegypti foi introduzida no novo mundo por meio de navios negreiros 
que partiam do oeste da África, provenientes da Espanha e Portugal (POWELL; 
TABACHNICK, 2013), e hoje encontra-se amplamente distribuída por todo globo 
(SCHMIDT et al., 2018). A subespécie silvestre denominada Ae. aegypti formosus (de 
coloração mais escura) possui hábitos ecológicos similares à espécie ancestral em 
contraposição ao hábito doméstico da subespécie Ae. aegypti aegypti (POWELL; 
TABACHNICK, 2013). 
O Ae. aegypti ocorre principalmente em áreas tropicais e subtropicais (Figura 1), com 
predominância no norte do Brasil e sudeste da Ásia, incluindo toda a Índia. Possui ainda 
ampla distribuição na Austrália e baixa distribuição nas áreas temperadas da América do 
Norte e Europa, nesta última se restringindo a poucos pontos na Espanha e Grécia. Esse 
padrão de distribuição é explicado pela influência de fatores como temperatura e 
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urbanização (KRAEMER et al., 2015), pois o Ae. aegypti é mais sensível à baixas 
temperaturas na natureza (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). 
 
Figura 1 - Distribuição Geográfica prevista do Ae. aegypti. O mapa mostra a 
probabilidade de ocorrência (de 0 azul a 1 vermelho) em um espaço resolução de 25 km2.  
Fonte: KRAEMER et al., 2015 
 
Fêmeas de Ae. aegypti alimentam-se de sangue cujas proteínas são essenciais para 
a maturação dos ovos, e as mesmas podem se alimentar de mais de um hospedeiro 
humano por ciclo gonotrófico, o que aumentam as chances de transmissão de 
arboviroses. Seu hábito é diurno, e normalmente descansa em ambientes fechados,  
como dentro de casas, das quais, ambos fêmeas e machos, não se afastam (KRAEMER 
et al., 2015; SCOTT; TAKKEN, 2012).  
As fêmeas de Ae. aegypti depositam seus ovos em recipientes artificias que contêm 
água e após algumas horas de submersão, os ovos eclodem. A larva que sai do ovo 
necessita permanecer na água para completar seu desenvolvimento e após 4 estádios, a 




Figura 2 - Ciclo de vida do Ae. aegypti. Fonte: BRASIL, 2006. 
 
2.2. Arboviroses 
O termo arbovírus, do inglês Arthropod-borne virus, foi cunhado em 1942 para 
descrever um grupo de vírus que se multiplicam e são transmitidos à vertebrados por 
meio de um artrópode. Os arbovírus têm em comum a característica de ser naturalmente 
mantidos por meio da transmissão entre um hospedeiro vertebrado suscetível e um 
artrópode hematófago, ou ainda, por transmissão vertical das fêmeas para seus ovos 
(DARWISH; GORMAN; KALUNDA, 1985). Existem ainda relatos de transmissão de 
arboviroses entre humanos por meio da troca de fluidos corporais, porém esses casos 
são minoritários (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019) 
Apesar dos mosquitos serem os principais responsáveis pela transmissão da maioria 
das arboviroses clinicamente importantes, artrópodes pertencentes a outros taxa, como 
os carrapatos (especialmente os pertencentes à família Ixodidae) desempenham um 
papel importante na disseminação de vírus humanos (HUANG; HIGGS; 
VANLANDINGHAM, 2019). Os vírus se multiplicam e causam viremia nos vertebrados, e 
quando os mesmos infectam artrópodes, se multiplicam em seus tecidos e são 
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transmitidos por picadas, após um período de incubação intrínseco, para novos 
hospedeiros (DARWISH; GORMAN; KALUNDA, 1985).  
2.2.1. Dengue 
O vírus da dengue (DENV) pertence ao gênero Flavivirus, família Flaviviridae, a qual 
abriga outros vírus de importância médica, como o vírus da febre amarela (YFV) e Zika 
vírus (ZKV) (ZANOTTO; LEITE, 2018). O DENV é um vírus envelopado, de cadeia 
simples de RNA, com polaridade positiva (+ ssRNA), que possui quatro sorotipos distintos 
(DENV-1 a 4), contudo antigenicamente relacionados (FARES et al., 2015). Após um 
período de incubação de 4-10 dias, a infecção de qualquer sorotipo varia de 
assintomática, subclínica a sintomática (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009). 
Após o período de incubação, os sintomas clínicos iniciam abruptamente, 
apresentando três fases: febril, crítica e de recuperação. Os pacientes apresentam 
tipicamente febre alta de forma repentina. Essa fase pode durar de 2-7 dias, e pode estar 
acompanhada de rubor facial, eritema cutâneo, dor no corpo generalizada, mialgia, 
artralgia e dor de cabeça, sendo náuseas e vômitos também sintomas comuns 
(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009).  
Nas últimas três décadas a dengue foi a arbovirose que causou os maiores 
problemas de saúde pública no Brasil. A primeira epidemia foi relatada no país em 1845, 
no estado do Rio de Janeiro. Em seguida, outras epidemias foram registradas entre os 
anos 1851-1853 e 1916-1923, e por volta dos anos 1930 o Ae. aegypti foi considerado 
erradicado do país até sua reintrodução em 1976. Em 1981 houve uma nova epidemia, 
causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4, a primeira a ser relatada em termos clínicos 
e laboratoriais, porém a doença só ganhou atenção em 1986 e 1987 quando o DENV-1 
foi introduzido no Rio de Janeiro, provocando um grande surto, o que aconteceu também 
na região nordeste do país (FARES et al., 2015; ZANOTTO; LEITE, 2018). 
Na atualidade, enfrentamos uma nova epidemia de dengue e segundo dados do 
Boletim Epidemiológico do Ministério da Saúde (BRASIL, 2019), no período de 
30/12/2018 a 24/08/2019, houveram 1.439.471 de casos prováveis de Dengue no Brasil, 
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o que corresponde a um aumento de 599,5% em comparação ao mesmo período do ano 
anterior. Foram confirmados 1.100 casos de dengue grave (DG), 15.179 casos de 
dengue com sinais de alarme (DSA) e 591 óbitos. Este aumento pode ser explicado pela 
correlação entre vários fatores, como condições climáticas favoráveis ao vetor (alto 
volume de chuvas e altas temperaturas), mudança do sorotipo predominante (DENV-2) e 
grande número de pessoas suscetíveis, já que houveram poucos casos de dengue nos 
últimos dois anos.      
2.2.2. Chikungunya 
O vírus da Chikungunya (CHIKV) pertence ao gênero Alphavirus, a à família 
Togaviridae. Outras espécies dentro desse mesmo gênero são responsáveis por causar 
encefalite em humanos e em outros mamíferos, mas são também agentes de doenças 
que provocam febre, erupção cutânea e artralgia como a Chikungunya. Os Alphavirus, 
apesar de possuírem fita simples de RNA, com polaridade positiva (+ ssRNA), constituem 
um grupo completamente distinto dos Flavivirus em termos de arquitetura molecular 
(ZANOTTO; LEITE, 2018).  
A infecção pelo vírus da Chikungunya (CHIKV) manifesta-se clinicamente com febre 
aguda, erupções cutâneas e artralgia e é frequentemente acompanhada de outros 
sintomas como dor de cabeça, inchaço das articulações e conjuntivite (NUNES et al., 
2015). Alguns pacientes infectados por CHIKV podem apresentar uma fase crônica da 
doença, caracterizada por artralgia, que pode durar alguns meses ou até mesmo anos 
após a infecção com o vírus (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE, 2017). 
Essa consequência leva não somente a problemas de saúde pública, mas também a 
impactos econômicos, pois reduz a produtividade das pessoas infectadas (WEAVER, 
2014). O CHIKV possui também relação com casos de Síndrome de Guillain-Barré 
(SOUZA et al., 2019). 
O CHIKV foi registrado pela primeira vez no Brasil em 2014, tendo casos autóctones 
confirmados no Oiapoque (Amapá) e em Feira de Santana (Bahia). O CHIKV responsável 
pelo caso no Oiapoque pertence ao genótipo Asiático e acredita-se que foi introduzido 
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nesta região a partir do Caribe, pois análises filogenéticas demonstram que o isolado 
brasileiro agrupou com isolados pertencentes ao surto que ocorreu nas Ilhas São 
Martinho e Ilhas Virgens Britânicas em 2013. Outros casos com o mesmo genótipo foram 
confirmados em Recife e Belém de pessoas que haviam viajado anteriormente para a 
República Dominicana e Guadalupe respectivamente (NUNES et al., 2015). 
Em 2014, quando a Chikungunya foi detectada pela primeira vez no Brasil, o 
Ministério da Saúde relatou 3.195 casos prováveis de infecção por CHIKV (BRASIL, 
2016) e desde então o número de casos relatados só vem crescendo. Durante as 
primeiras 34 semanas de 2019 foram documentados cerca de 110 mil casos prováveis de 
Chikungunya no Brasil, um acréscimo de 44,2% de casos em relação ao mesmo período 
do ano anterior e houveram ainda 57 óbitos confirmados (BRASIL, 2019).  
2.2.3. Zika 
Assim como o DENV, o Zika vírus (ZIKV) é um Flavivirus, pertencente à família 
Flaviviridae (ZANOTTO; LEITE, 2018), possuindo fita simples de RNA de polaridade 
positiva (+ssRNA), assim como o DENV e o YFV (FARES et al., 2015). O vírus foi 
detectado pela primeira vez em 1947 em um macaco rhesus sentinela, na floresta Zika da 
Uganda, e em 1948 foi detectado em Aedes africanus proveniente do mesmo lugar, 
dando evidências de que se tratava de um arbovírus (EPELBOIN et al., 2017).  
Ao ZIKV foi dada pouca importância, visto que a infecção pelo mesmo, quando não 
assintomática, provoca sintomas leves e possui raros relatos de mortalidade. Entretanto, 
entre 2013 e 2014, quando o ZIKV ocasionou uma epidemia na Polinésia Francesa, 
surgiram os primeiros relatos da Síndrome de Guillain-Barré em pacientes que haviam 
sido infectados previamente por ZIKV (EPELBOIN et al., 2017). Em 2015 a médica 
Adriana Melo alertou sobre a potencial associação entre desenvolvimento de microcefalia 
por bebês cujas mães foram infectadas com ZIKV durante o período gestacional e Celina 
Turchi foi responsável pela coordenação de trabalhos que evidenciaram tal relação 
(ZANOTTO; LEITE, 2018). 
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O ZIKV foi documentado pela primeira vez no Brasil em 2015, após confirmação de 
que pacientes provenientes do nordeste brasileiro com sinais clínicos semelhantes à 
Dengue não estavam infectados com DENV ou CHIKV. Os sintomas apresentados do 
que ficou conhecido como Doença Exantemática Aguda incluíam artralgia, edema de 
extremidades, febre leve, erupções cutâneas maculopapulares (frequentemente 
pruriginosas), dores de cabeça, dor retroorbital, conjuntivite não-purulenta, vertigens, 
mialgia e distúrbios digestivos. Em abril, alguns desses pacientes foram confirmados para 
infecção com ZIKV em Camaçari (Bahia) e em junho houve confirmação de casos de 
infecção por ZIKV em Natal (Rio Grande do Norte) (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; 
CARDOSO et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015).  
Apesar dos casos de Zika terem diminuído no ano de 2017 e continuar caindo em 
2018, nas 33 primeiras semanas de 2019, foram relatados 9.813 casos prováveis de Zika 
no Brasil, em contrapartida, no mesmo período no ano anterior, foram registrados 6.669 
casos, mostrando um aumento de 47,1% de um ano para outro. Ainda nesse período, 
houveram 447 casos confirmados em gestantes e 2 óbitos no estado da Paraíba 
(BRASIL, 2019). Esses números alertam para o fato de que a febre Zika e suas 
consequências estão longe de serem eliminadas. 
2.2.4. Febre amarela 
O vírus da Febre Amarela (YFV), também um Flavivirus, é o membro protótipo desse 
gênero e também da família Flaviviridae, e assim como os outros integrantes, possui 
genoma de RNA fita simples e de polaridade positiva (BARRETT; HIGGS, 2007). A 
infecção por YFV leva a quadros assintomáticos na maioria das vezes (POSSAS et al., 
2018). Porém, para pacientes sintomáticos, após o período de incubação que varia de 3-
6 dias, pode surgir febre, dores musculares com dor lombar proeminente, dor de cabeça, 
perda de apetite, náusea ou vômito. Na maioria dos casos os sintomas desaparecem 
após 3 ou 4 dias. 
Há indícios da existência da febre amarela na África subsaariana antes de 1400, 
porém no Novo Mundo, os relatos desta doença começaram a surgir após a chegada dos 
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europeus. O primeiro surto confirmado nas Américas, foi em 1648, em Yucatan, embora 
haja suspeitas de ocorrência da doença no Haiti em 1495. Inúmeras epidemias de febre 
amarela foram relatadas entre os séculos 18 e 19 em diversos países da América, África 
e Europa (POWELL; TABACHNICK, 2013; VASCONCELOS, 2010).  
Em 1900 foi provado que o agente etiológico da febre amarela poderia ser transmitido 
por mosquitos (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). E em 1927, o YFV foi 
isolado pela primeira vez na África Ocidental, fato este que culminou em grandes 
esforços no desenvolvimento de uma vacina. O desenvolvimento de duas vacinas vivas 
na década de 30 representou um marco no controle da doença, sendo que a proveniente 
da linhagem 17D é ainda utilizada em todo mundo (BARRETT; HIGGS, 2007). O início do 
programa de vacinação aliado a campanhas de erradicação do Ae. aegypti, levou à uma 
redução drástica nas epidemias de febre amarela, e os surtos existentes ficaram 
basicamente restritos a ambientes silvestres (VASCONCELOS, 2010). 
Existem dois ciclos epidemiológicos distintos para a transmissão da febre amarela, 
que se trata do ciclo silvestre e ciclo urbano. No ciclo silvestre, os principais hospedeiros 
dos vírus são primatas não humanos e os vetores são mosquitos com hábitos 
estritamente silvestres como àqueles pertencentes aos gêneros Haemagogus e 
Sabethes. Nesse ciclo, o homem não imunizado é um hospedeiro acidental ao entrar em 
contato com regiões de florestas em zonas rurais e silvestres. No ciclo urbano, o homem  
é o único hospedeiro e os vetores são mosquitos urbanos, como o Aedes aegypti 
(BRASIL, 2017). 
No Brasil, a febre amarela urbana foi relatada pela última vez em 1942, porém é uma 
preocupação para as autoridades de saúde, o potencial risco de reurbanização da 
transmissão, já que a doença apresenta grande potencial epidêmico e elevada letalidade 
(BRASIL, 2015). No final de 2016, foi observado uma reemergência do vírus no sudeste 
brasileiro, com ocorrência de surtos nos estados de Minas Gerais, Espírito Santo, São 
Paulo e Rio de Janeiro. No período do surto, que se estendeu até julho de 2017, 
houveram 3.564 casos suspeitos de febre amarela, 777 casos confirmados,  além de 261 
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óbitos (BRASIL, 2017). Esses dados demonstram que apesar da existência de um 
programa de vacinação nacional e gratuito, a baixa cobertura vacinal de muitos 
municípios, aliado à existência do ciclo silvestre no país, deixa um alerta para a 
reemergência da doença no cenário Brasileiro, com potencial risco de reurbanização da 
transmissão que pode levar a quadros epidêmicos catastróficos. 
2.3. Controle do vetor 
A exceção da febre amarela, não existem vacinas efetivas ou terapias antivirais 
específicas contra as outras três arboviroses e apesar da vacina contra dengue, 
Dengvaxia® (Sanofi), estar registrada e disponível em muitos países, seu uso ainda não 
é disseminado (MOYES et al., 2017). Portanto, para reduzir e prevenir a transmissão de 
Dengue, Chikungunya e Zika, tem-se como principal estratégia o controle do vetor Aedes 
aegypti, tanto na sua forma adulta, quanto na sua forma larval, e é feito em casas e 
arredores das mesmas, que em geral possuem locais que permitem a proliferação 
desses mosquitos (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2009).  
A eliminação ou vedação de recipientes que acumulam água no ambiente doméstico 
e nas vizinhanças é considerada a maneira mais eficaz de evitar a proliferação do Ae. 
aegypti (MACORIS et al., 2018). No entanto, o controle químico é a principal estratégia 
adotada no combate do mosquito Ae. aegypti, que tem como alvo tanto larvas, quanto 
adultos. Atualmente, os compostos químicos mais comumente empregados no controle 
de mosquitos incluem análogos do hormônio juvenil, piretróides, organoclorados e 
organofosforados (RUBIO et al., 2019). 
O uso de inseticidas no Brasil para o controle do Ae. aegypti começou em 1947, e o 
emprego do DDT trouxe perspectivas de eliminação do mosquito em escala continental. 
Em 1955 o Ae. aegypti foi considerado erradicado do país, porém, ao longo dos anos o 
programa de erradicação perdeu a efetividade, pois os mosquitos desenvolveram 
resistência ao DDT e aos organoclorados (ARAÚJO et al., 2015). Atualmente, encontra-
se também globalmente disseminada a resistência aos piretróides, inseticidas 
considerados seguros para o homem em relação a compostos de outras classes e por 
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isso amplamente utilizados por entidades públicas e em ambientes domésticos 
(MACORIS et al., 2018). 
Porém, devido ao crescente nível de resistência de populações de Ae. aegypti a 
diversas classes de inseticidas, tem-se buscado novas alternativas capazes de combater 
esse vetor e que sejam menos tóxicas e/ou causem menor dano ambiental. Uma 
alternativa é o controle biológico do mosquito utilizando por exemplo, a bactéria Bacillus 
thuringiensis israelensis (BTI), que quando ingerida pelas larvas do mosquito, libera 
endotoxinas letais (ARAÚJO et al., 2015). Porém, a longevidade, custo e eficácia do 
tratamento é incomparável em relação aos inseticidas químicos (ACHEE et al., 2019). 
2.4. Cerrado 
Localizado no centro do Planalto Central do Brasil, com uma típica vegetação 
xeromórfica, o Cerrado é o segundo maior Bioma brasileiro em território, que compreende 
uma área de aproximadamente 2 milhões de m2. Possui uma alta diversidade de plantas 
vasculares, estimadas em mais de 6.000 espécies, sendo 44% consideradas endêmicas 
(KLINK; MACHADO, 2005; NORILER et al., 2018). 
O Cerrado é um dos hotspots de biodiversidade mundiais devido ao seu alto número 
de espécies endêmicas (tanto de plantas, quanto de vertebrados) e considerável perda 
de habitat (MYERS et al., 2000)Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) o Cerrado 
é o que possui menos áreas sob proteção de todos hotspots, além de sofrer fortemente 
com a expansão da fronteira agrícola e ter suas espécies lenhosas utilizadas na indústria 
do carvão de forma extremamente “predatória”. 
2.5. Fungos endofíticos 
Os endófitos são organismos mutualistas que colonizam partes aéreas de plantas, 
durante todo ou parte do seu ciclo de vida, sem causar nenhum sintoma de doença 
(FELBER et al., 2016; SUN; GUO, 2012). Fungos e bactérias são organismos mais 
comumente encontrados como endofíticos, sendo os fungos os mais frequentemente 
isolados (STROBEL et al., 2004). É consenso que todas as plantas possuem mutualismo 
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com fungos endofíticos e/ou micorrizas, e estudos apontam que essa relação é 
responsável pela resistência da planta aos diversos tipos de estresse, como seca, metais, 
doenças, herbivoria, entre outros (RODRIGUEZ; REDMAN, 2008).  
Os fungos constituem excelentes fontes de moléculas bioativas (MANDAVID et al., 
2015), e a descoberta de novos microrganismos são frequentemente associados a novos 
produtos naturais (STROBEL et al., 2004). Até o momento, os endófitos têm sido mais 
amplamente estudados por sua capacidade de produzir antibacterianos, antivirais, 
anticancerígenos, antioxidantes, antidiabéticos, bem como compostos 
imunossupressores. Entretanto, existem trabalhos relatando outras atividades de 
moléculas provenientes de fungos endofíticos como citotoxicidade (UZMA et al., 2018) e  
larvicida (RAGAVENDRAN, CHINNASAMY et al., 2019) 
 Várias espécies fúngicas estão envolvidas com a produção de metabólitos 
secundários que possuem atividade larvicida, sendo Aspergillus, Fusarium, Podospora 
Penicillium, Mucor e Cladosporium os principais gêneros relatados (MATASYOH et al., 
2011; PRADEEP et al., 2015; RAGAVENDRAN, CHINNASAMY et al., 2019). 
 
2.6. Vellozia squamata Pohl 
Vellozia squamata Pohl (Canela-de-ema) é uma planta monocotiledônea pertencente 
à família Velloziaceae, que possui flores vistosas e semelhantes ao lírio (DE MENEZES; 
DE MELLO-SILVA; MAYO, 1994). A família possui distribuição neotropical e grande parte 
das espécies crescem em ambientes rochosos e são endêmicas de campos rupestres e 
Cerrado (ALVES, 1994). 
As espécies pertencentes a essa família são caracterizadas pela presença de rosetas 
de folhas apicais e por caules finos, densamente cobertos por bainhas mortas e secas. 
As plantas são resistentes a queimadas, devido ao fato das bainhas serem densamente 
compactadas, permitindo que o oxigênio permaneça fora da estrutura (ALVES, 1994). 
Apesar do fato de várias espécies de Vellozia se encontrarem em perigo de extinção, 
além do perigo iminente que sofre o bioma do qual essas espécies são endêmicas, 
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existem poucos estudos sobre a micobiota associada a essa espécie vegetal, sendo a 
maioria sobre espécies epifíticas e fitopatogênicas (ARMANDO; CHAVES; DIANESE, 
2014). 
Ferreira e colaboradores (2017a) conduziram um trabalho de investigação de fungos 
endofíticos em Vellozia gigantea N.L.Menezes & Mello-Silva, onde foi relatada uma rica e 
diversa micobiota, incluindo espécies fúngicas raras e até mesmo não reportadas para 
esse tipo de associação. Em trabalho posterior foi realizado um screening dos extratos 
brutos desses isolados a partir de diclorometano para atividades antimicobacterianas e 
antimaláricas. Os autores encontraram cinco espécies produtoras de compostos  
relacionados com essa propriedade, demonstrando assim, que essa espécie vegetal  
pode abrigar potenciais fungos produtores de moléculas bioativas (Ferreira et al., 2017b). 
Para V. squamata espera-se encontrar ampla diversidade de espécies fúngicas 
produtoras de compostos bioativos em larvas de Ae. aegypti. 
3. Objetivos 
3.1. Objetivos gerais 
Selecionar isolados fúngicos de Vellozia squamata para produção de extratos brutos 
com potencial mortalidade em larvas de Ae. aegypti. 
3.2. Objetivos específicos 
● Preparar extratos brutos a partir do micélio de fungos endofíticos de Vellozia 
squamata; 
● Realizar um screening de atividade larvicida a partir dos extratos obtidos; 




4.1. Coleta, isolamento e identificação dos fungos endofíticos 
4.1.1. Coleta e processamento 
As coletas foram realizadas no Jardim Botânico de Brasília (JBB), no período de julho 
de 2017 a novembro de 2018. Inicialmente, dez indivíduos pertencentes à espécie 
Vellozia squamata foram selecionados ao acaso em diferentes pontos. Essas plantas 
foram marcadas com uma placa de identificação e as coordenadas geográficas foram 
anotadas. Para o isolamento de espécies fúngicas endofíticas, um pequeno fragmento foi 
retirado do tecido interno do caule de cada planta e depositado diretamente em uma 
placa de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA). Simultaneamente, 
uma folha assintomática foi retirada de cada planta. As folhas foram acondicionadas em 
sacos de papel e encaminhadas para a Coleção Micológica da Universidade de Brasília. 
Esse procedimento foi realizado mensalmente entre julho de 2017 a janeiro de 2018. Em 
novembro de 2018 foi realizada uma coleta adicional. 
4.1.2. Isolamento e armazenamento dos isolados 
As folhas e fragmentos de caule coletados foram utilizadas para o isolamento indireto. 
Os fragmentos de 1 cm2 das folhas assintomáticas foram colocados em béquer contendo 
etanol 70% por 2 minutos, transferidos para uma solução de hipoclorito de sódio 0,5% por 
2 minutos e lavadas em água esterilizada três vezes consecutivas. Posteriormente, os 
fragmentos foram secos em papel filtro esterilizado e subsequentemente depositados em 
placa de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA). Os fragmentos de 1 
cm2 do caule (felogênio) foram cortados com o auxílio de um estilete esterilizado e após 
remoção dp tecido superficial, transferidos para placas de Petri contendo BDA. As placas 
foram incubadas em temperatura ambiente por até 7 dias. 
Para o armazenamento dos espécimes, culturas puras foram obtidas a partir da 
transferência de um pequeno fragmento obtido de uma única hifa para placa de Petri 
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contendo meio de cultura BDA, conhecido como isolamento monohifal (ALFENAS; 
MAFIA, 2007). As culturas foram mantidas a 25 °C por 7 dias para subsequente 
armazenamento em glicerol 10%, água destilada (Castellani) e óleo mineral na Coleção 
de Culturas da Universidade de Brasília (CCUB). 
4.1.3. Extração de DNA 
Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo BDA por 7 dias em 
temperatura ambiente. Após o cultivo, aproximadamente 100 mg de micélio de cada 
isolado foi coletado e colocado em microtubos de 1,5 mL contendo 20 μL de tampão Tris-
Acetato-EDTA (T.E.) pH 8,0, posteriormente foram adicionadas quatro esferas de aço 
(2,8 mm de diâmetro), 600 μL da solução de lise (Nuclei Lysis Solution) e 100 mg de 
polivinilpirrolidona (PVP). A extração do DNA genômico, foi feita utilizando o kit Wizard® 
Genomic DNA Purification (Promega, Madison, Wisconsin, USA) modificado de acordo 
com Pinho et al. (2012). 
4.1.4. Reação em cadeia da polimerase - PCR 
A amplificação foi realizada usando um volume final de 12,5 µL, contendo 6,25 µL de 
MyTaq™ Mix (Bioline USA Inc., Taunton, England), 0,3 µL de cada iniciador, 4,65 µL de 
água e 1,0 µL de DNA genômico. Para a identificação, o DNA de todos os isolados foi 
amplificado e sequenciado com os iniciadores da região ITS do rDNA (Tabela 1).  
Tabela 1 - Iniciadores (primers) utilizados nas reações de PCR. 
Região 
gênica 




LR5 5’-TCC TGA GGG AAA CTT CG-3’ Senso 
(VILGALYS; 
HESTER, 1990) 




Os seguintes parâmetros foram utilizados na reação de PCR: uma desnaturação 
inicial a 95 ºC por 1,5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 20 
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segundos, anelamento a 53 ºC por 45 segundos, extensão a 72 ºC por 45 segundos e 
uma extensão final por 5 minutos. Os amplicons foram confirmados pela presença de 
uma única banda em gel de agarose a 1% corado com GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 
(Biotium, Inc., Fremont, California) e visualizado em transiluminador com luz ultravioleta 
(UV). A purificação foi realizada utilizando ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup 
(Affymetrix Inc., Santa Clara, California), conforme as instruções do fabricante. Os 
produtos de PCR purificados foram enviados para sequenciamento à Macrogen Inc., 
Coréia do Sul (http://www.macrogen.com).  
4.1.5. Análises Filogenéticas 
As sequências de nucleotídeos foram editadas com o software DNA Dragon. Todas 
as posições ambíguas foram corrigidas mediante a comparação da fita senso e 
antisenso. Os isolados foram previamente identificados pela análise das sequências 
ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA em comparação com outros isolados disponíveis no banco de 
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), utilizando a ferramenta 
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool). As sequências foram alinhadas utilizando 
o MUSCLE® por meio do software MEGA v. 7. 
4.2. Produção dos extratos brutos 
Para a produção dos extratos brutos dos fungos endofíticos isolados das folhas de V.  
squamata foi utilizado o protocolo de crescimento em meio de cultura líquido. Para cada 
fungo, fragmentos de 1 cm2 provenientes de colônias crescidas em BDA foram colocados 
em erlenmeyers de 1L contendo 500 mL de meio Yeast-Malt-glucose (YMG - extrato de 
levedura 4 g/L , extrato de malte 10 g/L e glicose 4 g/L). Os frascos foram incubados 
durante 10 dias em agitador orbital a 26 °C a 150 rpm. Após  esse período foi adicionado 
150 mL de acetato de etila (AcOEt), com posterior incubação por mais 24 horas nas 
mesmas condições. A separação da biomassa do fungo e da fase líquida foi feita por 
filtração à vácuo. A fase AcOEt foi separada da fase aquosa com o auxílio de um funil de 
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separação. A fase com solvente orgânico foi concentrada em um rotaevaporador e 
dessecada em câmara à vácuo até a obtenção do extrato bruto final. 
4.3. Avaliação da atividade larvicida 
Os testes larvicidas de triagem a partir dos extratos brutos foram realizados em Ae. 
aegypti (cepas Rockfeller), mantidos no insetário do Laboratório de Farmacognosia da 
Universidade de Brasília. Os extratos brutos foram diluídos a uma concentração de 15 
mg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO), e  foram pipetados para cada poço contendo água e 
larvas de modo que a concentração permanecesse a 250 μg/mL. 
Os extratos brutos foram testados em placas de 12 poços, contendo 10 larvas de Ae. 
aegypti de 3° estágio em cada poço (segundo POP 0006) e 3 mL de água. Os ensaios 
foram realizados em triplicata em dois ensaios independentes. O CL50 foi calculado para 
o extrato bruto que inibiu 100% das larvas em 24 horas. O DMSO foi usado como 
controle negativo (DMSO). A mortalidade das larvas foi quantificada em 24, 48 e 72 
horas. A atividade larvicida foi determinada de acordo com a fórmula: 
                
   
 
     , onde X = porcentagem de sobrevivência no controle 
negativo e Y = porcentagem de sobrevivência na amostra tratada (ORGANIZAÇÃO 
MUNDIAL DA SAÚDE, 2005). 
4.4. Curva de crescimento 
Uma curva de crescimento fúngico foi realizada para a avaliação do dia que se obtém 
a melhor atividade larvicida do extrato mais ativo. Os extratos foram obtidos, seguindo a 
mesma metodologia descrita no item anterior, porém, o acetato de etila foi adicionado nos 
erlenmeyers nos seguintes dias: 2, 4, 7, 9, 11, 14 e 16 de incubação. No dia seguinte 
após a adição do solvente orgânico as soluções extrativas foram filtradas e concentradas. 
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4.5. Análise e separação por Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência (CLAE) 
A análise dos extratos foi feita em HPLC Breeze TM Waters. A análise cromatográfica 
foi realizada utilizando uma Coluna C18 (Luna ® , 150 x 4.6 mm; tamanho de partícula de 
5 µm). O fluxo foi de 1 mL/min e o volume de injeção foi de 10 µL. A fase móvel usada foi 
água ultrapura (solvente A) e metanol (solvente B), ambos acrescidos de 0,1% de seu 
volume de ácido fórmico. O método de eluição usado foi gradiente, e iniciou-se com 5%  
de solvente B, aumentado para 100,0% de solvente B até 18 min, mantido nas mesmas 
condições por 5 min, então, o solvente B foi diminuído para 5% em 2 min; por fim, foram 
mantidas as mesmas condições por mais 3 min, totalizando o tempo de corrida de 28 
min. 
4.6. Ensaios de citotoxicidade 
Os estudos de citotoxicidade foram realizados no Laboratório Interdisciplinar de 
Biociências (LabIBC) da Universidade de Brasília. Cada extrato foi testado em triplicata 
em macrófagos J774, que foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco modification of 
Minimum Essential Media), suplementado com 10% de soro fetal bovino. As culturas 
foram mantidas em incubadora a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2 até atingirem 
confluência de 80-100%. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusão por 
Azul de Tripan. A contagem de células foi feita utilizando um contador de células 
automatizado (Corning® Cell Counter) e a câmara de contagem Fuchs Rosenthal. A 
porcentagem de células viáveis foi calculada para a diluição e padronização do teste do 
MTT. 
Para a avaliação da citotoxicidade dos extratos brutos foi utilizado o teste do MTT. 
Para a realização do teste, foi utilizada uma placa de 96 poços, com 150.000 células 
viáveis por poço e meio de cultura DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino. A 
placa foi incubada a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2 durante 24 horas. Após 
esse período inicial de incubação, o meio de cultura foi trocado por um novo, porém 
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enriquecido com 5% de soro fetal bovino e com o volume ajustado para a aplicação dos 
extratos. Os extratos a serem testados foram diluídos em DMSO e foram testados em 
triplicata, em três concentrações: 25, 50 e 100 µg/mL; e prosseguiu-se a um período de 
incubação de 24 horas nas mesmas condições descritas anteriormente. Após esse 
período de incubação, foi retirado o sobrenadante de cada poço e aplicou-se a solução 
de MTT a uma concentração de 5 mg/mL, previamente preparada. A placa foi novamente 
incubada nas condições citadas acima por 3h30min. Após o período de incubação, 
retirou-se a solução de MTT e foi adicionado 100 µL de SDS 10%, e as placas foram 
novamente incubadas durante 30 min. Após o término do período de incubação, as 
placas foram lidas em espectrofotômetro a 570 nm. Os resultados da triagem citotóxica 
são expressos pela porcentagem (%) de viabilidade observada para cada extrato nas 
culturas celulares.  
5. Resultados e Discussão 
5.1. Isolamento e identificação 
No total 236 isolados foram obtidos por meio do isolamento indireto de fragmentos do 
caule e folhas de Vellozia squamata, sendo 82 espécimes (34,7%) obtidos a partir do 
caule e 154 (65,3%) proveniente das folhas. 
Doze isolados foram escolhidos aleatoriamente para a avaliação da atividade larvicida 
em Ae. aegypti. A identificação dos fungos realizada a partir de sequências do rDNA, está 
contida na Tabela 2, assim como o rendimento dos extratos obtidos. Os gêneros 
encontrados foram Talaromyces, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Truncatella, 
Bipolaris, Alternaria, Pithomyces e Arthrinium. Destes, dois isolados pertencem ao gênero 
Alternaria. Para um isolado optou-se pela denoninação da família, Amphisphaeriaceae, 
uma vez que não foi possível determinar o gênero com a sequência do rDNA. Este 
apresentou os mesmos valores de cobertura de alinhamento (Query coverage) e 
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porcentagem de identidade (Percent Identity) para os gêneros Pestalotiopsis e 
Neopestalotiopsis  (100% em ambos). 
Tabela 2 - Identificação dos fungos endofíticos e rendimento dos respectivos extratos 
brutos em acetato de etila (AcOEt). 











Arbo18A007A CCUB1563 0,0775 4,9279 1,57% 
Arbo18A007B CCUB566 0,0955 3,9782 2,40% 
Arbo18A007C CCUB564 0,5226 3,3952 1,55% 
Arbo18A007D CCUB560 0,1178 4,5431 2,59% 
Arbo3A049A CCUB547 0,0305 3,3587 0,91% 
Arbo3A049B CCUB745 0,0806 4,6905 1,72% 
Arbo3A049C CCUB554 0,0805 2,5235 3,19% 
Arbo3A049D CCUB559 0,0273 5,3365 0,51% 
Arbo3A049E CCUB550 0,1031 2,5480 4,05% 
Arbo3A049F CCUB553 0,1459 1,5259 9,56% 
Arbo3A049G CCUB557 0,0591 0,7694 7,68% 
Arbo3A049H CCUB734 0,0664 4,6930 1,41% 
 
Todos os isolados escolhidos pertencem ao filo Ascomycota, e estão distribuídos em 
cinco ordens e oito famílias (Figura 3): Amphisphaeriales (Amphisphaeriaceae), 
Eurotiales (Aspergillaceae e Trichocomaceae), Hypocreales (Hypocreaceae e 
Nectriaceae), Pleosporales (Astrosphaeriellaceae e Pleosporaceae) e Xylariales 
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(Apiosporaceae). A ordem mais representativa foi Pleosporales com 4 (25%) espécimes. 
Os representantes dessa ordem ocorrem em diferentes habitats, podendo ser epífitas, 
endófitos ou parasitas (folhas ou caules), hiperparasitas de fungos ou insetos, 
liquenizados ou saprófitas de caules, folhas ou casca de plantas mortas (ZHANG et al., 
2012). 
 
Figura 3 - Árvore filogenética por Máxima Verossimilhança a partir de sequências da 
região ITS entre os isolados selecionados para avaliação das atividades larvicidas e 
citotóxicas, com indicação do gênero, família e ordem (da esquerda para a direita). 
 
5.2. Atividade larvicida  
Uma triagem prévia com os 12 extratos brutos obtidos foi realizada em larvas L3 de 
Ae. aegypti. As leituras a 250 µg/mL em 24 e 48 horas, estão especificadas na Tabela 3.  
Tabela 3 - Atividade larvicida em % de mortalidade e atividade citotóxica (% células 
viáveis) dos extratos brutos obtidos dos 12 isolados selecionados. 
Código 
Mortalidad
e (%) em 
24h 
Mortalidad











Arbo18A007A 55,7% 70,0% 118±4 106±2 86±5 
Arbo18A007B 54,3% 80,0% 104±13 90±5 68±4 
Arbo18A007C 80,0% 84,3% 102±20 98±25 75±5 
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Arbo18A007D 82,9% 88,6% 107±9 94±8 57±16 
Arbo3A049A 10,0% 16,7% 65±13 69±12 39±1 
Arbo3A049B 1,7% 1,7% 137±10 127±31 60±16 
Arbo3A049C 100,0% 100,0% 81±1 95±13 57±8 
Arbo3A049D 46,7% 95,0% 16±2 8±1 7±2 
Arbo3A049E 0,0% 0,0% 77±4 80±7 43±10 
Arbo3A049F 0,0% 0,0% 85±6 79±5 47±18 
Arbo3A049G 0,0% 0,0% 73±4 66±4 30±12 
Arbo3A049H 0,0% 0,0% 80±5 62±3 37±18 
 
Nas primeiras 24 horas cinco extratos possuem taxas de mortalidade superiores a 
50%. Eles foram obtidos a partir da cultura de Talaromyces (100%), Trichoderma sp. 
(82,9%), Amphisphaeriaceae (80,0%), Fusarium sp. (54,3%). Em 48 horas, o extrato de 
Bipolaris sp. proporcionou mortalidade de 95%, enquanto os extratos de Trichoderma sp., 
Amphisphaeriaceae, Fusarium sp. atingiram taxas de mortalidades superiores de 88,6%, 
84,3%, 70,0% e 80% respectivamente. Os demais extratos, referente aos isolados 
Truncatella sp., Alternaria sp., Pithomyces sp., Arthrinium phaeospermum e Penicillium 
sp. não possuem atividade larvicida significativa, com mortalidade abaixo de 50% em até 
48 horas. 
O extrato Arbo3A049C possui a melhor atividade larvicida dentre todos os extratos 
testados. Morino e colaboradores (1995) relataram atividade larvicida em Culex pipiens 
de um composto, com uma purina em sua porção.  Ragavendran e colaboradores (2017) 
relataram que extratos obtidos de Penicillium spp. proporcionaram uma mortalidade 
significativa para larvas de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti. Talaromyces é um 
gênero teleomorfo historicamente associado com Penicillium sensu lato, e que hoje 
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acomoda espécies anteriormente classificadas como Biverticillium, um antigo subgênero 
de Penicillium. Ambos os gêneros possuem características distintas quanto aos 
compostos excretados para o meio exterior (extrólitos), sendo que para Talaromyces é 
descrito certos extrólitos que nunca foram encontrados em Penicillium sensu stricto 
(SAMSON; HOUBRAKEN, 2011). Apesar do histórico do gênero, o isolado identificado 
como Penicillium (Arbo3A049G) não possui atividade larvicida significativa. 
Trichoderma e Fusarium, ambos pertencentes a ordem Hypocreales possuem 
atividade larvicida relatada para Ae. aegypti, Anopheles stephensi e Cx. quinquefasciatus 
(GOVINDARAJAN; JEBANESAN; REETHA, 2005; PRADEEP et al., 2015; 
SUNDARAVADIVELAN; PADMANABHAN, 2014). Os extratos Arbo18A007D, 
Arbo18A007A e Arbo18A007B, avaliados nesse estudo, apresentaram taxas de 
mortalidade acima de 50% em 24 horas e 70% em 48 horas. Esses dados estão de 
acordo com a literatura, e a atividade larvicida pode ser atribuída a presença de uma 
isoquinolina, como demonstrado anteriormente (PRADEEP et al., 2015).  
Os isolados pertencentes a família Amphisphaeriaceae (Amphisphaeriales), sendo um 
deles Truncatella sp., possuem respostas distintas quanto à atividade larvicida. O isolado 
não identificado a nível de gênero Arbo18A007C, possui boa taxa de mortalidade (80% 
em 24 horas) para larvas L3 de Ae. aegypti, enquanto Arbo3A049A não possui atividade 
larvicida relevante. A partir de Seiridium cupressi, um isolado pertencente a família 
Amphisphaeriaceae, Cimmino e colaboradores (2013) isolaram diferentes compostos 
com atividade larvicida. Bücker e colaboradores (2013) encontraram um isolado de 
Pestalotiopsis, com uma taxa de 81% de mortalidade para larvas, cujo extrato bruto foi 
testado a uma concentração de 250 μg/mL. Essas informações corroboram os dados 
obtidos nesse estudo para o isolado Arbo18A007C com identificação indeterminada. 
Cimmino e colaboradores (2013) descreveram propriedades repelentes para Ae. 
aegypti a partir de uma molécula derivada de Ascochyta agropyrina var. nana, um 
membro da família Pleosporaceae (Pleosporales). Salunkhe e colaboradores (2011) 
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relataram atividade larvicida a partir de nanopartículas de prata produzidas a partir de 
Cochliobolus lunatus, também pertencente à mesma família. Não foram encontrados 
trabalhos que utilizaram o extrato AcOEt desses fungos para avaliação do efeito larvicida. 
Os membros da família Pleosporaceae, pertencentes ao gênero Alternaria, não possuem 
atividade larvicida significativa, enquanto que o isolado identificado como Bipolaris, 
demonstrou taxa de mortalidade significativa, principalmente após 48 horas, quando foi 
capaz de matar 95% das larvas. Esse isolado foi considerado citotóxico para macrófagos, 
entretanto, pode ser devido a um metabólito não relacionado com a atividade larvicida. 
Pithomyces, membro da família Astrosphaeriellaceae, ordem Pleosporales, possui baixa 
atividade larvicida e não foram encontrados relatos na literatura referente a esse gênero e 
a sua família para essa propriedade. 
Fungos pertencentes ao gênero Arthrinium são saprófitas comumente encontrados 
em gramíneas e frequentemente descritos como endófitos. Esse fungo é de interesse 
farmacêutico, pois alguns metabólitos produzidos possuem toxicidade contra linhagens 
celulares de cânceres humanos, ou inibem patógenos humanos como fungos, leveduras 
e bactérias (CROUS; GROENEWALD, 2013). No entanto, o isolado (Arbo3A049F) 
encontrado em V. squamata não apresentou atividade larvicida significativa. Não foram 
encontrados relatos na literatura pesquisada de atividade larvicida para fungos 
pertencentes a essa família ou a essa ordem. 
Para o extrato, Arbo3A049C foi calculado a CL50. O extrato apresentou CL50 (Figura 
4) de 109,8 µg/mL em 24 horas e de 68,68 µg/mL em 48 e 72 horas. Esse teste deverá 





Figura 4 - Atividade do extrato bruto Arbo3A049C (dose-resposta) para cálculo do EC50 
em larvas L3. 
 
 
5.3. Atividade citotóxica 
A atividade citotóxica dos extratos brutos é detalhada na Tabela 3. Nas 
concentrações de 25 µg/mL e 50 µg/mL, apenas Bipolaris sp. (Arbo3A049D) inibiu mais 
de 50% da proliferação celular de macrófagos J744. Na concentração de 100 µg/mL, seis 
extratos, 50% do total de extratos testados neste trabalho, apresentaram inibição da 
proliferação celular acima de 50%, sendo eles Arbo3A049A, Arbo3A049E, Arbo3A049F, 
Arbo3A049G e Arbo3A049H.  
. Dentre os três extratos que apresentaram melhor atividade larvicida, Arbo18A007C, 
foi que apresentou maior viabilidade celular para as três concentrações testadas 
(102±20%, 98±25% e 75±5% respectivamente) enquanto que Arbo3A049C e 
Arbo18A007D apresentaram valores similares, sendo de 81±1%, 95±13% e 57±8% para 
o primeiro e de 107±9%, 94±8% e 57±16% para o segundo. Vários fungos endofíticos 
foram identificados e relatados para atividade citotóxica, interessante para triagem de 
novos compostos com atividade anticâncer (UZMA et al., 2018). 
O extrato bruto selecionado para a curva de crescimento possui relativa toxicidade a 
100 µg/mL e EC50 de 109,8 µg/mL em 24 horas e de 68,68 µg/mL em 48 e 72 horas. O 
extrato desse fungo possui potencial para o desenvolvimento um larvicida a partir do(s) 
metabólito(s) purificado(s), já que ao testar o extrato bruto, muitos outros compostos, que 
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não estão relacionados com a mortalidade em larvas, podem provocar toxicidade para 
células. 
5.4. Curva de crescimento 
O isolado que apresentou a melhor atividade larvicida foi selecionado para se obter 
extratos em diferentes dias a partir de uma curva de crescimento. O extrato obtido do 
isolado Arbo3A049C, apresentou taxa de mortalidade de 100%, a uma concentração de 
250 μg/mL. Portanto, esse extrato foi selecionado para determinação do período com 
maior taxa de mortalidade das larvas (Tabela 4). 
Tabela 4 - Avaliação da atividade larvicida expressa em (%) de mortalidade e rendimento 




(%) em 24h 
Mortalidade 
(%) em 48h 
Mortalidade 




2 0% 14% 14% 12% 
4 100% 100% 100% 2% 
7 4% 54% 54% 6% 
9 24% 85% 85% 2% 
11 45% 75% 75% 20% 
14 0% 0% 0% 3% 
16 0% 0% 0% 2% 
 
Como observado na tabela acima, o extrato obtido no quarto dia de incubação, 
apresentou a melhor taxa de mortalidade, sendo capaz de matar 100% das larvas em 
apenas 24 horas. Os extratos obtidos nos dias 7, 9 e 11, só apresentaram atividade 
larvicida significativa a partir de 48 horas, enquanto os extratos obtidos nos dias 2, 14 e 
16 não apresentaram mortalidade em larvas. Grijseels e colaboradores (2017) 
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constataram que metabólitos específicos são produzidos em fases distintas de 
crescimento, e portanto, o(s) composto(s) associado(s) com a atividade larvicida nos dias 
4, 7, 9 e 11 podem ser distintos e agir por mecanismos de ação diferentes, tendo, 
provavelmente, sofrido degradação nos dias subsequentes. 
A diferença nas taxas de mortalidades de larvas a partir dos extratos produzidos, 
também sofreu influência do meio de cultura utilizado para a incubação dos isolados, já 
que os fungos filamentosos ajustam seu metabolismo de acordo com as mudanças 
ambientais. Os parâmetros que podem influenciar na fisiologia e consequentemente na 
produção de metabólitos são: temperatura, luminosidade quantidade de nutrientes, pH, 
dentre outras (VRABL et al., 2019). Portanto, mais meios de culturas e diferentes 
condições ambientais poderiam ser testadas para otimizar a produção de compostos com 
atividades larvicidas. 
5.5. Cromatogramas 
Os extratos obtidos na curva de crescimento foram analisados por CLAE, porém os 
cromatogramas não apresentaram boa resolução. As análises dos extratos brutos da 
curva de crescimento serão repetidas. E maior quantidade de extrato será preparada 
para filtração no quarto dia de incubação, para a realização dos estudos químicos. 
6. Conclusão 
Os extratos de fungos endofíticos de V. squamata foram promissores como larvicidas, 
demonstrando o potencial da utilização de extratos fúngicos para reduzir e/ou inibir r 
proliferação de insetos vetores. Além disso, novas moléculas desconhecidas pela 
comunidade científica podem ser descobertas.  
O extrato bruto obtido a partir do cultivo de Arbo3A049C demonstrou mortalidade em 
larvas L3 de 100% em 24 horas e apesar de ser considerado relativamente citotóxico, 
foram obtidos extratos em uma curva de crescimento para a identificação do melhor dia 
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de produção de metabólitos com atividade larvicida. A toxicidade do extrato em 
macrófagos J744 pode envolver compostos não necessariamente relacionados com a 
propriedade inseticida, e para tanto é necessário o fracionamento e a purificação do 
mesmo para conclusões mais acertadas.  
Os extratos da curva de crescimento foram também analisados por CLAE, porém, 
devido a baixa resolução dos cromatogramas outras análises serão realizadas, para o 
aprofundamento dos estudos químicos dos compostos em questão para conclusões mais 
acuradas. 
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